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(activation-induced manganese-enhanced MRI; AIM-MRI) が注目されている。
この方法は、神経活動に伴う細胞内への Ca2+ 流入を Mn2+ に置き換えて、
















時間 (T1 値) と Mn2+ 濃度が反比例することを確認し、全脳の T1 マップを作








で証明した。定量的な AIM-MRI 絶対値である T1 値と Mn2+ 濃度が反比例す
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ることを確認したうえで、この T1 値を直接計測することで Mn2+ 濃度を定量
的に計測できるという原理を利用して、AIM-MRI を定量的な計測法 
qAIM-MRI として発展させた。 
コントロール群とパーキンソン病モデル動物群との間の  statistical 






結果、基底核の中では背側線条体、腹側線条体の一部の T1 値の逆数 (R1 値) と 
TH の発現量との間に有意な相関がみられた。 つまり、線条体の R1 値、すな
わち線条体の神経活動の上昇は、パーキンソン病の重篤度を反映していること




明らかにし、かつMn2+ の存在による T1 値の短縮効果および T1 値計測の定量
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接路の 2 つが挙げられる。直接路は、D1 ドーパミン受容体を発現している線
条体の GABA 作動性投射ニューロン (D1 ニューロン) が、大脳基底核の出力
部である淡蒼球内節・黒質網様部に直接投射している経路である。間接路は D2 






間接路は興奮性の入力をしていることになる (図 1A)。 
黒質緻密部にはドーパミン作動性ニューロンが存在し、線条体へ投射してい
る。上記のように、線条体の投射ニューロンには D1 ニューロンと、D2 ニュ
ーロンとがあり、これらのニューロンがそれぞれ、直接路ニューロン、間接路
ニューロンである。黒質緻密部から線条体へのドーパミン投射の作用について

















ーパミンが不足する 1, 2, 3, 4。線条体のドーパミンの不足は、直接路の活動低下と、
間接路の亢進を誘発し、どちらも淡蒼球内節・黒質網様部ニューロンの活動を
亢進させると言われている 1。そのため基底核からの抑制性の出力が増加し、そ
の結果、運動機能低下などの症状が誘発されると考えられている 2  (図 1B)。 
  
しかし、上記モデルは大脳基底核神経回路の構造や、ドーパミンの不足によ





抑制作用の 2 種類の作用に分類していることも問題であると思われる 5。また、
パーキンソン病モデル動物において、2-デオキシグルコース法、電気生理学的手










in vivo 神経活動イメージング法の AIM-MRI に着目した 8, 9, 10。 
AIM-MRI は、Mn2+ を造影剤として MRI 撮影を行うことで、神経活動の履
歴を計測することができるといわれている比較的新しい手法である 8, 9, 10。神経
細胞では活動電位の発生に伴い、電位依存性 Ca2+ チャネルが開口し、Ca2+ が
細胞外から細胞内へ流入する (図 2)。その際、Mn2+ が細胞外に存在している
と、Mn2+ も Ca2+ チャネルを通り細胞内に流入する。しかし、Mn2+ は Ca2+ 排
出機構である Ca2+-ATPase や Na+/Ca2+ exchanger を通ることができず、神
経活動に伴い Mn2+ は細胞内に蓄積する 11,12。また、MRI で計測されるプロト
ン (H+) の縦緩和時間 (T1 値; 原理の章を参照) は、Mn2+ の存在によって短縮





となる 9, 10, 13, 14, 15。  
AIM-MRI を用いた脳活動計測の意義を明らかにするためには、神経活動と 
Mn2+ の蓄積量 との関係を示す必要がある。しかし，細胞内への Mn2+ 蓄積と
細胞活動との関係を検証した報告は調べた限り存在しないため 9、これを明らか
にする必要がある。 
また、これまでの AIM-MRI は、神経活動に依存した細胞内への Mn2+ 流入








AIM-MRI をパーキンソン病の様な慢性疾患に用いる場合、MnCl2 投与から 
MRI 撮影までの時間をどの程度置くことによりMn2+ が脳に到達し、神経活動
を反映した T1 値計測が可能となるのかなど、検討が必要である。そこで、MnCl2 






まず、(1) 活動に伴う細胞内への Mn2+ の流入を、Ca2+ 感受性蛍光色素の 
Mn2+ クエンチ（消光）現象を利用して、定量的に解析した。また、定量的な 
AIM-MRI への発展を目指し、Mn2+ の存在による T1 値の短縮効果と T1 値計
測の定量性についての検証を行い、これらの結果から AIM-MRI を用いた神経
活動計測の妥当性について検討した。さらに、(2) AIM-MRI を用いた神経活動












2-1. AIM-MRI について 
 AIM-MRI の原理についての模式図を図 2 に示す。細胞外の Ca2+ 濃度が 2 
2.5 mM 程度であるのに対し、細胞内の Ca2+ 濃度は 100 nM 程度であり、
その差は約 2 万倍である。細胞内 Ca2+ は様々な機能を持った細胞内情報伝達
分子であるだけでなく、細胞活動の指標にもなり得る。例えば活動電位の発生
に伴い、細胞膜にある電位依存性 Ca2+ チャネルが開口すると、細胞外から細
胞内へ Ca2+ が流入し、細胞内 Ca2+ 濃度は上昇する 16, 17, 18。ここで、細胞外
に Mn2+ が存在している場合、Mn2+ はこの Ca2+ チャネルを通ることができ
るので、Ca2+ チャネルの開口に伴い細胞内に流入する。Ca2+ は Ca2+-ATPase
や Na+/Ca2+ exchanger などの排出機構により細胞外へ能動的に排出されるの
に対し、Mn2+ はこれらの排出機構を通ることができないため、Mn2+ は細胞内
に蓄積する 11, 12。つまり、活動が高い細胞ほど、電位依存性 Ca2+ チャネルの
開口時間が長いため、Mn2+ が細胞内により多く流入し、蓄積することが予想さ
れる。 












スなどを行う MRI の手法が manganese-enhanced MRI (MEMRI, マンガン
造影 MRI) である 9, 10。AIM-MRIは MEMRI の一種であり，Mn2+ を造影剤
として，神経活動の履歴を非侵襲的に観察することが可能になるといわれてい
る比較的新しい手法である 8, 9, 10。 
 
2-2. MRI の原理と T1 値について 
水素の原子核である H+ は、おのおのの軸で回転 (スピン)しており、個々に
小さな磁場を持っている。これを磁気双極子モーメントと呼び、任意の方向に
並んでいる。そのため、全ての双極子モーメントがたがいに打ち消しあい、外
部磁場 B0 がない場合、正味の磁場はゼロである。ここに外部磁場 B0 が存在
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すると、H+ のスピンは棒磁石のようにふるまい、大きな外部磁場 B0 に沿っ
て整列する。しかし、全てが同じ方向を向くのではなく、ほぼ半数ずつ B0 方
向と、B0 と反対方向に向く。ただし、B0 方向を向くスピンがわずかに多いた
め (約 100 万分の 1)、正味の磁化 M は B0 の方向に、正味磁化 M0 を作り
出す。B0 内で H+ は B0 軸を中心に歳差運動をしていて複雑なため、ここで
は、座標系自体が、B0 軸周りに、スピンと同じ方向、速度で回転している、回
転座標系 (x’, y’, z) を用いて考える。 
B0 の方向を向いている磁化ベクトル M に新たに別の外部磁場 B1 を x’ 
軸方向に一定時間印加すると、磁化ベクトルは x’ - y’ 平面上に倒れる (図 3)。
この外部磁場 B1 を Radio Frequency (RF) パルスと呼び、特に、磁化ベクト
ルを 90° 倒すパルスのことを 90° RF パルスまたは 90° パルスと呼ぶ。RF 
パルスが断たれると、磁化ベクトルはエネルギーを失いながら B0 の方向に戻
っていく。この過程を縦緩和と呼び、磁化ベクトル M の z 軸成分 (Mz 成分) 
が B0 (= M0) に回復する時定数を、縦緩和時間 (T1 値) と呼ぶ。この縦磁化 
Mz の緩和は次式で表すことができ、MRI ではこの Mz 成分を計測している。 
Mz(𝑡) = 𝑀0(1 − 𝑒
−𝑡
𝑇1)      (1-1) 
 1 つの 90°パルス印加後、別のパルスを印加するとき、印加する時間の間隔
を TR (繰り返し時間, Repeat Time) という。t = TR のとき、式 (1-1) は 
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Mz(𝑇𝑅) = 𝑀0 (1 − 𝑒
−𝑇𝑅
𝑇1 )      (1-2) 
となる。MRI で計測している信号は、H+ の歳差運動によって発生する電流 (電
磁誘導) であり、Mz 成分を反映した値であるが、実際には磁場の不均一等によ
り減衰した信号である。また、得られた信号に次元はなく、単位もない。さら
に、自由に動けるプロトンの数 N(H) も信号に影響する。つまり信号強度 SI 
(Signal Intensity) は相対的な値であり、以下の式で表される。 
SI ∝ 𝑁(𝐻) (1 − 𝑒
−𝑇𝑅
𝑇1 )      (1-3) 
 この信号強度のコントラストを反映した MRI 画像は T1 強調画像と呼ばれ
る。しかし信号強度は、T1 値だけでなく N(H) にも依存する相対値であるため、
T1 強調画像からは T1 値を求めることはできない。しかし、TR を変化させて
取得した様々な TR における信号強度 SI から、式 (1-3) の緩和曲線を求める
ことで、T1 値を算出することができる。 
 
2-3. Ca2+ 感受性蛍光色素を用いた光学 Ca2+ イメージング 
神経細胞が興奮すると、細胞内 Ca2+ 濃度が上昇する。つまり細胞内 Ca2+ 濃
度を計測することにより間接的に細胞活動を知ることができる。つまり、Ca2+ 
イメージングを用いれば、多細胞から同時に細胞活動の情報を得ることができ
る 18, 19, 20, 21。 
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Ca2+ 動態を計測するために、Ca2+ 濃度の変化に伴いその蛍光を変化させる 
Ca2+ 感受性蛍光色素を細胞内に導入し、イメージングを行う。一般に Ca2+ 感
受性蛍光色素は、蛍光を発する分子 (発色団) と Ca2+ キレート剤とが結合した
分子である。Ca2+ キレート剤とは、溶液中から Ca2+ を取り除く試薬であるが、
これは 4 つのカルボキシル基 (-COOH) を持つ。水溶液中ではカルボキシル基

































3-1. 細胞内 Ca2+ 上昇と Mn2+ 蓄積の定量化 
 
3-1-1. 大脳基底核線条体脳スライス標本の作成 
本研究では細胞内 Ca2+ 濃度上昇と Mn2+ 蓄積量を定量的に計測するために
GAD67-GFP ノックインマウス 23 の皮質線条体スライス標本を用いた。
GAD67-GFP ノックインマウスは抑制性伝達物質を放出する GABA 作動性ニ
ューロンにのみ緑色蛍光タンパク質 (Green Fluorescent Protein; GFP) を発
現している遺伝子組換えマウスである。線条体では 90% 以上が GABA作動性 
ニューロンであるため、この GFP の蛍光を観察することで，ニューロンのほ
とんどを同定することができる。 
12-23 日齢の GAD67-GFP ノックインマウスにハロセンで麻酔を施した後、
脳を摘出し、 95% O2 – 5% CO2 を通気した人工脳脊髄液  (artificial 
18 
 
cerebrospinal fluid: ACSF) に浸し、冷却した。ACSF の組成は NaCl 137, KCl 
2.5, NaH2PO4 0.58, MgCl2 1.2, CaCl2 2.5, NaHCO3 21, glucose 10 (mM) であ
る。冷却した大脳半球から振動刃スライサー (VT1200s, Leica) を用いて厚さ 
300 Pm の線条体を含む矢状断スライス標本を作成した 24, 25 (図 5)。作成した
スライスは、95% O2 – 5% CO2 を通気した ACSF 中で 低 1 時間以上室温で
静置したのち実験に使用した。 
 
3-1-2. Ca2+ イメージング 
線条体スライス標本を、色素導入用溶液に浸し、95% O2 – 5% CO2 を通気し
た湿潤な 35 ℃ インキュベーターの中で 45 分静置することにより、Fura-2 
LR/AM (Calbiochem) を細胞外より負荷した 24, 26, 27。その後 ACSF で 15-30 
分間同じインキュベーター中で細胞外の色素を洗い流した。色素導入用溶液は 
Fura-2 LR/AM 20 PM、 sulforhodamine 101 (SR101, Sigma) 1 PM , 
Cremophor EL (Sigma) 0.02% を ACSF に溶解したものである。なお SR101 
はグリア細胞の多くを占めるアストロサイトを選択的に染色する色素で、アス
トロサイトを識別するために使用した 28。 




(DG-4, Sutter) から 360, 380 nm の励起光を交互に照射した際の波長約 510 
nm の蛍光 (F360, F380) を、対物レンズ (20×, 水浸, NA 1.0, Olympus) を通
して顕微鏡に取り付けた冷却 EM-CCD (DU-885 または DU-897, Andor) で
取得し、ソフトウェア iQ (Andor) を用いて記録した。 
 
3-1-3. Ca2+ イメージングのデータ処理及び解析 
データの解析には  ImageJ29 , MATLAB (MathWorks), SciPlot (M. 
Wesemann, 1991-95) を使用した。本研究で用いた Fura-2 LR は，波長 380 
nm で励起した場合，細胞内 Ca2+ 濃度 ([Ca2+]i) の上昇により蛍光強度を減少
させ，波長 360 nm で励起した場合は，[Ca2+]i にかかわらず，蛍光強度は一定
であるという特徴を持つ 30。蛍光色素の細胞内導入量などの違いに起因する蛍
光強度の絶対値に依存しない量として，蛍光強度 F380 とその初期値 F3800 
から算出される  'F380/F380 (= (F380 – F3800) /F3800) または  R (= 
F360/F380) の変化量 'R を電気刺激による [Ca2+]i 変化量として用いた 16, 30。
また，Fura-2 LR は Mn2+ と結合すると蛍光が消光 (クエンチ) するという性
質も持つ 31。そこで Mn2+ によるクエンチを表す際には，'F360/F360 (= (F360 




経線維束に先端の直径が約 30 Pm のガラス電極を置き(図 6A アスタリスク)，
刺激を行った。活動電位の発生頻度に依存した [Ca2+]i 変化を解析するために 
刺激強度 200 PA、持続時間 200 Ps の 二相性 (biphasic) パルスを 25，1 回, 10 
Hz 10 回, 20 Hz 20回, 50 Hz 50回与えることで刺激を行った。また，活動電
位の発生頻度による細胞内への Mn2+ の流入について解析するために，通常の 
ACSF 灌流時 (コントロール) の刺激による [Ca2+]i 変化 (図 6B) と，50 PM 
MnCl2 灌流時の刺激による色素のクエンチ (図 6C) とを同じ細胞で比較した。
刺激による [Ca2+]i 変化量の振幅 (Ca2+ transient) を神経活動の指標とした 
(図 6B 矢印)。また、50 PM MnCl2 灌流時の刺激直前 1 秒間と，刺激後 8 秒
後の 1 秒間の蛍光強度の平均値の差の大きさをクエンチ量と定義し，Mn2+ 蓄
積量の指標とした (図 6C 矢印)。刺激頻度・回数は 50 Hz 20 回または 20 Hz 20 
回であった。また，MnCl2 は ACSF に溶解して灌流した。実験はすべて灌流
液を 30 ± 1 °Cにコントロールして行った。 
 
3-2. パーキンソン病モデルマウスの作成 
生後 8-13 週年齢の雄マウス (C57BL/6J)を qAIM-MRI を用いた神経活動計
測 に 使 用 し た 。 生 理 食 塩 水  ( 大 塚 製 薬 ) に 溶 解 し た
1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine hydrochloride （MPTP, Sigma） 
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を体重比で 20 mg/kg 腹腔内投与し、それを 2 時間おきに 4 回繰り返すこと
でパーキンソン病モデル動物を作成した 32 (MPTP 群, n = 6)。control 群には





3-3. MRI による T1 値計測 
 
3-3-1. MnCl2ファントムの T1値計測 
実験には MnCl2 濃度 0, 20, 40, 60, 80, 100 PM の擬似細胞内溶液ファント
ムを用いた。使用したファントムの MnCl2 以外の組成は 以下のとおりである: 
agarose (アガロース) 2%，CH3KO3S (メタンスルホン酸カリウム) 140 mM，
NaN3 (アジ化ナトリウム) 2 mM，HEPES-Na (ヘペス-ナトリウム塩) 20 mM 
(pH ~7.2)。NaN3 は防腐剤の役割を果たしている。 
実験はファントムの撮影、動物の撮影共に静磁場強度 9.4 T の縦型 MRI 装
置 (AV400WB, Bruker Biospin) を用いて行い MRI 装置付属のソフトウェア 
ParaViosion 5.1 (Bruker Biospin) で信号を記録した。 
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MnCl2 濃度を変化させたファントムの  T1 値計測には高速撮像が可能な 
Rapid Acquisition with Relaxation Enhancement-Variable Repetition Time 
(RARE-VTR) と Inversion Recovery (IR) 法 の 一 つで ある Inversion 
Recovery-RARE (IR-RARE) を用いた。 IR-RARE は反転回復  (Inversion 
Recovery) パルスシーケンス法の一つで、90°RF パルスの印加の前に 180°
RF パルスが用いられる。この  2 つの  RF パルスの間隔を反転時間 
(Inversion time :TI) と言い反転回復パルスシーケンスでは、 TR の代わりに 
TI を変化させることで、T1 値を求める。 
以下、RARE-VTR、IR-RARE のそれぞれのパラメータについて示す。ファ
ントムの撮影に用いた RARE-VTR のパラメータは、TR = 26.6, 50, 100, 150, 
250, 450, 800, 1500, 2500, 4000, 6000, 9000, 12000 ms, effective Echo Time 
(TEeff) = 9.87 ms, Field-of-View (FOV) = 3.0 × 3.0 cm, matrix = 256 × 256, 
スライス厚 0.5 mm, スライス枚数 1 枚、Echo Train Length (ETL) = 2 に設
定した。撮影時間は 1 h 18 min 33 s であった。IR-RARE のパラメータは、
TR = 18 s, TEeff = 6.39 ms, FOV = 3.0 × 3.0 cm, matrix = 256 × 256, スラ
イス厚 0.5 mm, スライス枚数 1 枚、TI = 26.6, 50, 100, 150, 250, 450, 800, 
1500, 2500, 4000, 6000, 9000, 12000 ms, ETL = 2 に設定した。撮影時間は 8 h 







3-3-2. マウス脳の T1値計測 
MPTP または 生理食塩水を投与してから、組織の固定までの実験スケジュー
ルを図 7 に示す。MPTP または 生理食塩水を投与後 1-2 週間後のマウスの腹
腔内に、生理食塩水に溶解した MnCl2 を 0.2 mmol/kg の容量で 24 時間おき
に 2 回投与した 9。より長い時間、より多くの Mn2+ が細胞外に存在すること
で、神経活動が恒常的に高い細胞により多くの Mn2+ が細胞内に蓄積すること
が想定されるため MnCl2 は 2 回に分けて投与した 13。 
マウスの脳の T1 値計測には RARE-VTR 法を用いた。撮影パラメータは以
下の通りである: TR = 450, 600, 900, 1500, 2500, 4500, 7500 ms, TEeff = 8.11 
ms, FOV = 1.6 × 1.6 cm, matrix = 128 × 128, スライス厚 0.5 mm,  スラ
イス枚数 20 枚, ETL = 2。撮影時間は 19 min 8 s であった。 
標準脳への位置合わせのための解剖画像として、T1 値計測の直後に T2 強調











き、コイル中心から撮像部位中心の z 軸方向のずれは 1 mm 以内に抑えた。
撮像中はマウスの呼吸と体温と体動を常にモニターし、麻酔濃度・麻酔流量・
温水の温度・温水の流速をコントロールすることでマウスの体調管理を徹底し
た。位置合わせも含め、マウスは MRI ガントリの中で約 30 分過ごし、撮像
後は速やかにホームケージに戻された。 
 
3-4. MRI の画像解析 
 
3-4-1. T1 マップ の作製 
T1 マップ は ParaVision 5.1 (Bruker BioSpin) で作製した。各 TR で取得
した MRI 画像に 3 × 3 × 1 のガウシアンフィルタをかけ、画像をスムージ
25 
 
ングした後、信号強度 (signal intensity, SI) を下記の関数でピクセルごとにフ
ィッティングし、T1 値を求めた。 
SI(𝑇𝑅) = 𝐴 (1 − 𝑒
−𝑇𝑅
𝑇1 )      (2) 
 
T1 値が 500 ms 以下のピクセルと 4000 ms 以上のピクセルは外れ値とし、
解析から除外した。 
 
3-4-2. 標準脳への位置合わせ (レジストレーション) 
作製した T1 マップ とマウス脳アトラス (Allen Reference Mouse Brain 
Atlas 34 (2014 Allen Institute for Brain Science. Allen Mouse Brain Atlas, 
http://mouse.brain-map.org/)) との位置合わせは次に示す手順で行った。 
1)  マウスの脳テンプレートを T2 強調画像として 3D-RARE で取得した。パ
ラメータは TEeff = 45 ms, matrix size = 256 × 256 × 256, field-of-view 
(FOV) = 2.2 × 2.2 × 2.2 cm3 であった。 
2)  SPM8 (Wellcome Trust Centre for Neuroimaging, University College 
London) を用いて、各マウスの T2 強調画像を、脳テンプレートの T2 強調画





3) pMod software (PMOD Technologies) を用いてマウス脳アトラスを 脳テン
プレートに手動でレジストレーションした。 
 
3-4-3. statistical parametric mapping (SPM) 解析 
標準脳に位置合わせを行った後の T1 マップ について、コントロール群の 
T1値と MPTP 投与群の T1値との差を比較するために、ピクセルごとに群間検
定をする解析法である statistical parametric mapping (SPM) 解析 を行った。
SPM8 を用いて unpaired Student’s t-test により P < 0.025 で有意差があ
る領域を検出した。 
 
3-4-4. 関心領域 （Region of Interest: ROI） の設定 
 マウスの脳の各領域の T1 値の逆数である R1 値解析のために、3-4-2 でレ
ジストレーションしたマウス脳アトラスにより、背側線条体 (dCPu)、腹側線条
体 (vCPu)、大脳皮質の感覚運動野 (Ctx)、視床の束傍核 (PF)、海馬 (HIP)、
側坐核 (NAc) の領域を同定し、そこに Region of Interest (ROI: 関心領域) を






マウスを手術板に固定、開腹開胸、翼状針 (25 G × 3/4 inch) を左心室へ 2.5 
mm挿入し、Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (PBS: リン酸緩衝生理食
塩水, 日水製薬) 30 ml 、4% パラホルムアルデヒド (ナカライテスク) を溶解
した PBS 30 ml の順に流速 3 ml/min の速さでペリスタリックポンプ、もし
くはシリンジを用いて灌流した。その後脳を取り出し、十分な量の 4% パラホ
ルムアルデヒド溶液中に保存した後、10% sucrose (ナカライテスク) PBS に置
換した。その後、約 24 時間後に、浮いていた脳が沈んでいるのを確認し、順
次 20% sucrose PBS、30% sucrose PBSに置換した。 
固定脳標本の凍結切片を作製し、ドーパミン合成に必須な酵素であるチロシ
ン水酸化酵素 (tyrosine hydroxylase; TH) に対する抗体を用いて免疫染色を行
った。光学濃度解析により、線条体の TH の発現量を見積もった。また、TH
の発現量と T1 値との関連についての解析には、実験バッチ毎にコントロール
















4-1.  AIM-MRI を用いた神経活動計測の定量化について 
-Quantitative AIM-MRI (qAIM-MRI) への検討- 
 
4-1-1. 活動電位の発生頻度と [Ca2+]i 変化量 
刺激強度を 200 PA、刺激頻度と回数を 1 回, 10 Hz 10 回, 20 Hz 20 回, 50 
Hz 50 回にそれぞれ変化させた場合の、ある細胞における蛍光強度変化
−'F380/F380 の時間経過を図 10A に示す。この図より、刺激の頻度が増すご
とに蛍光強度、つまり [Ca2+]i の上昇が大きくなっていることが分かる。図 10B 
は図 10A で示した [Ca2+]i 変化について、刺激をする直前の 10 フレームをベ
ースラインとし，51 細胞から得られた刺激後の −'F380/F380 の振幅の最大値
の平均値を刺激頻度別に比較したものである。この図より、刺激頻度が高いほ
ど，[Ca2+]i 変化量が大きくっていることが分かる。1 回刺激と 10 Hz 10 回刺
激との間には有意な差が見られなかったが，その他の各刺激頻度における 






4-1-2. [Ca2+]i 変化量と Mn2+ クエンチ量     
図 11 A,B は、同じニューロンから得られた、コントロール時の刺激による 
[Ca2+]i 変化量 (図 6B) を横軸に、50 PM MnCl2 灌流時のクエンチ量 (図 6C) 
を縦軸にとり、それらの関係を示した図である。図 11Aは、刺激頻度 50 Hz で 
20 回、図 11B は刺激頻度 20 Hz で 20 回の刺激した場合の [Ca2+]i 変化量
とクエンチ量との関係を示している。50 Hz、20 Hz どちらの刺激でも [Ca2+]i
変化量とクエンチ量との間には有意な相関があった (p < 0.0001; 相関係数の検
定)。50 Hz 20 回の刺激を行った場合の [Ca2+]i 変化量とクエンチ量 (q) の回帰
直線は q = 0.4 [Ca2+]i + 0.011であり、20 Hz 20 回 の刺激を行った場合の回帰
直線は q = 0.35 [Ca2+]i + 0.015であった。また、これらの回帰直線について、
回帰直線の傾きの差の検定を行ったところ、50 Hz 20 回 刺激をした場合と、




を合わせて表示したところ、その相関性に変化はなかった (図 12 A) (p < 
0.0001; 相関係数の検定)。コントロール時の [Ca2+]i変化量とクエンチ量 (q) と
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の回帰直線の傾きは q = 0.38 [Ca2+]i + 0.013であった。この結果は、活動電位
の発生頻度が高い細胞ほど、より多くの Mn2+ が電位依存性 Ca2+ チャネルを
通り、細胞外から細胞内へ流入することを示している。 
同じの実験をアストロサイトでも行った (図 12B)。その結果、ニューロンと
同様にアストロサイトのクエンチ量も、[Ca2+]i 変化量と有意に相関しており (p 
< 0.0001; 相関係数の検定) 回帰直線は q = 0.31 [Ca2+]i + 0.014であった (考察
参照)。 
 
4-1-3. Mn2+ の存在による T1 値の短縮 
図 13A, B は各 MnCl2 濃度のファントムに対して、T1 値計測法としては 
gold standard である IR-spin echo 法に類似の方法である IR-RARE と、高
速撮影が可能な RARE-VTR で撮影した場合の、信号強度の回復を表したもの
である。図 13C, D は、IR-RARE, RARE-VTRで撮影したMRI 画像である。
縦に示した数字はそれぞれの MnCl2 濃度 (PM)、横に示した数字は TI (s) ま
たは TR (s) である。IR-RARE ではインバージョンパルスを加えて撮像するた





る点 (null ポイント) より前を、負の信号として扱い、フィッティングを行っ
た (図 13A)。信号強度の回復の速さが MnCl2 濃度が高くなるにつれ，速くな
っていることが分かる(図 13A, C)。RARE-VTRでもMnCl2 濃度が高いほど信
号強度の回復が早くなっていることが分かる (図 13B, D)。図 14 は IR-RARE, 
RARE-VTR で測定した各ファントムの MnCl2 濃度と T1 値の逆数 (R1 値) 
との関係を示したものである。図 14に示すように IR-RARE, RARE-VTR のど
ちらのシーケンスで撮影した場合も、MnCl2 濃度と R1 値は比例関係にあるこ
とが確認された (p < 0.0001; 相関係数の検定)。つまり、Mn2+ 濃度が高いほど 
T1 値が短縮することが示された。さらに、IR-RARE, RARE-VTR それぞれで
計測した、MnCl2 濃度と R1 値との関係について、回帰直線の傾きの差の検定、
回帰直線の切片の検定を行ったところ、これら 2 つの間には有意な差は見られ
なかった (p > 0.99)。IR-RARE は T1 値計測のシーケンスでは信頼性が高い方
法である IR-Spin Echo 法の高速化しうる変法であるが、それでもなお撮影時
間が長い。一方、RARE-VTR の撮影時間は比較的短い。今回、信頼できるシー
ケンスである IR-RARE と同じ結果が得られたことから、高速撮像シーケンス
である、RARE-VTR を用いて計測された T1 値は信頼できる値であるといえる。 
以上の結果から、AIM-MRI を用いた定量的な神経活動計測が可能であるこ
とが示された。本研究ではこの定量的な  AIM-MRI 法を  Quantitative 
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AIM-MRI (qAIM-MRI) と命名した。 
 
4-2. qAIM-MRI を用いた神経活動計測の条件検討 
 
4-2-1. MnCl2 投与によるマウス脳における R1値の時間経過 
図 15A はMnCl2 投与前からMnCl2 投与後 72 時間 までの脳室の R1 値の
時間経過を示している。使用したマウスは 3 匹で、n は脳室に置いた ROI の
数を示している。MnCl2 投与前の R1 値と比較すると、MnCl2 を投与して 5 
時間後に脳室の R1 値が最も高くなり (p < 0.001)、その後、時間経過とともに、
R1 値は減少した。24 時間後では MnCl2 投与前の R1 値と比較して依然有意
に上昇はしているが (p < 0.05)、48 時間後以降の R1 値は、MnCl2 投与前の 
R1 値と有意差がなかった (Friedman 検定)。一方脳実質 (大脳皮質) の R1 値は、
MnCl2 投与 5 時間後まで急速に上昇するのは脳室とほぼ同じであるが、その
後 R1 値は緩やかに上昇し 48 時間後に最大値に達した。その後、徐々に R1 値
は低下していくが、72 時間後でも高い値を保っていた (図 15B)。これらの結
果は、腹腔から投与した Mn2+ の脳脊髄液 (細胞外液) の濃度は、投与 5 時間
程度後にピークに達し、投与 48 時間後には投与前の濃度まで減少しているが、




この結果から、MnCl2 投与後 48 時間後の R1 値を神経活動の履歴を反映し






MPTP 投与群では、MPTP 投与 11-20 日後、線条体の TH 密度はコントロ
ール群と比較して 89.8 ± 2.2% に減少していた (P < 0.002; 図 16a, c)。MPTP 
投与マウス群の黒質緻密部の単位面積あたりのドーパミンニューロンの数は、
コントロール群と比較して約 72% に減少していた  (control: 254 ± 21 vs. 
MPTP: 184 ± 25 mm–2; 図 16b, d)。腹側被蓋野のドーパミンニューロンの数は、
MPTP 投与マウス群とコントロール群とで有意な差はなかった(control: 288 ± 









パーキンソン病モデルマウス群とコントロールマウス群とに MnCl2 を 24 
時間おきに 2回投与し、その後ホームケージで自由に行動させ 48 時間後に T1
値計測を行い T1 マップを作製した。作製した T1 マップ を標準脳に合わせて
レジストレーションすることで、各々のマウスの脳の座標関係は同じになるた
め、パーキンソン病モデルマウス群 (n = 6) の T1 マップとコントロールマウ
ス群 (n = 6) の T1 マップとをピクセルごとに検定を行う、SPM 解析を行った。
図 17は、パーキンソン病モデル群の T1 値がコントロール群の T1 値と比較し
て、p < 0.025 以下で有意に減少していた領域を色づけして表示している (有意
であると判断された領域の体積が 27 voxels 以下の領域は除外した)。大脳基底
核の中では、線条体 (CPu) に含まれる領域の T1 値がパーキンソン病モデル群
において有意に減少していた (Student’s t-test の t 値 3.21 (P < 0.01) , 正中
から左側に (M-L) = − 1.91, ブレグマから吻側方向に (A-P) = 0.75, 背側脳表





皮質 (Ctx) と視床 (Th) の一部においてもパーキンソン病モデル群で T1 値
が有意に減少していた領域が見られた (図 17,  感覚運動皮質: t 値 3.51 (P < 
0.01), M-L = − 1.77, A-P = 0.75 and D-V = 1.1 (mm), 束傍核 3.08 (P < 0.02)。 




4-3-3. R1 値と生化学的な病態の重篤度の結果との関係 
パーキンソン病において、どの領域の神経活動の変化が病態の重篤度と関連
があるのかについて明らかにするために、脳の各部位の R1 値と、結果 4-3-1 で
示した生化学的な病態の重篤度の変化との関係を調べた。線条体の TH の発現
量はパーキンソン病モデル動物において、運動行動試験の成績と相関があると
いう報告があるため 35、TH 発現量を病態の重篤度の指標として用いた。 
図 9 で示した領域に ROI を置き MPTP 投与によるパーキンソン病モデル
動物での、 MnCl2 投与後 48 時間後の背側線条体 (dCPu)、腹側線条体 (vCPu)、
大脳皮質の感覚運動野 (Ctx)、視床の束傍核 (PF)、海馬 (HIP)、側坐核 (NAc) 
の R1 値と、線条体の TH 密度との関係をプロットした (図 18)。黒丸がパー
キンソン病モデルマウス、白丸がコントロールマウスである。MnCl2 投与 48 時
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間後の背側線条体 (A-P = 0.25 mm と − 0.5 mm (P < 0.05))、腹側線条体の一
部 (A-P = 0.25 mm (P < 0.05))、皮質 (A-P = 0.25 mm (P < 0.05))、束傍核 (A-P 
= -0.2 mm (P < 0.02)) の R1値と、線条体 TH 発現量との間に、相関があった 
(図 18, 相関係数の検定)。また、パーキンソン病において脳活動があまり変化
しないと言われている側坐核や海馬では、R1 値と、線条体 TH 発現量との間









5-1. AIM-MRI を用いた神経活動計測の定量化について 
－qAIM-MRI に向けた検討－ 
 






また、結果 4-1-2 に示したように、コントロール時の電気刺激による [Ca2+]i 
変化量が大きい細胞ほど、Mn2+ による蛍光色素のクエンチ量は大きくなった 
(図 11, 12)。これは、活動電位の発生によって開口する電位依存性 Ca2+ チャ
















5-1-2. MRI パルスシーケンスの妥当性 
結果 4-1-3 から、IR-RARE, RARE-VTR のどちらの撮像シーケンスを用いた
場合でも、 MnCl2 濃度に比例して、R1 値は大きくなることから、MnCl2 濃
度に応じて T1 値が短縮することが確認できた (図 13)。RARE とは Carr 
Purcell-Meiboom Gill (CPMG) パルス系列を用い、複数のエコー信号をそれぞ
れ異なる位相エンコード量のもとで収集する方法のことで、一般的に高速スピ
ンエコー (fast spin echo: FSE) 法と呼ばれている 38。IR-RAREは、T1 値計測






RARE-VTR は、 IR-RARE と比較して短い時間で撮影が可能だが、
Signal-to-Noise Ratio (SNR) が低いという問題や、RF パルスのスライス選択
性が不十分な場合に問題が生じる。そこで、これら 2 つの方法で同一ファント
ムを撮影し、その結果得られる T1  値の差異を検証し、RARE-VTR での撮影
が妥当であるかどうかを確認した。その結果、これら 2 つのMnCl2 濃度と R1 
値との関係に違いはなかった (図 14)。この結果より、動物に対する T1 値計測




5-1-3. MRI 計測のタイミングの妥当性 
脳室の R1 値は MnCl2 投与 5 時間後に最も高くなり、48 時間後には 
MnCl2 投与前のレベルに戻っていた (図 15A)。この結果は、脳脊髄液の Mn2+ 
濃度が MnCl2 の投与から約 5 時間後に最大値に達し、その後ゆっくり減少し
ていくことを示している。一方、脳実質の R1 値は、MnCl2 投与 48 時間後に
41 
 
最大になった (図 15B)。この結果は、細胞内に蓄積した Mn2+ の排出は極めて
遅いことを示している。これらの結果は、AIM-MRI により計測される神経活
動の履歴は MnCl2 投与約 5 時間後までの神経活動を反映していることを示
唆している。また、MnCl2 投与 48 時間後では、細胞外液の Mn2+ が投与前の
レベルであり (図 15A)、かつ細胞内にはまだ蓄積されていることが示唆された






AIM-MRI における MnCl2 投与後の脳脊髄液と脳実質の R1 値の時間経過か
ら最適な撮影タイミングを提案した。この T1 値を定量的に計測する新しい 
































て、間接路ニューロンの D2 受容体のドーパミンに対する親和性はより高い 42。
それゆえパーキンソン状態におけるドーパミンの不足は、間接路ニューロンに
より大きな影響を与えることが考えられる。(iii) 線条体のMedium spiny ニュ
ーロンは 6-OHDA の処理によってオシレーション発火を起こす 4。散発的な発
火と比較して、オシレーション発火は、結果として多くの Ca2+ 流入を引きお
こす 18, 21, 43。qAIM-MRI は Ca2+ の流入を  Ca2+ と同様の動態をとる Mn2+ 
の流入として検出しているため、結果としてパーキンソン病モデルマウスでは、
背側線条体に多くの Mn2+ が蓄積したことが考えられる。 
また、前述のとおり、アストロサイトにおいても Ca2+ 流入量と Mn2+ の流
入量は相関していた (図 12B)。MRI ではニューロンとアストロサイトを区別す


































SPM 解析の結果、大脳皮質 (特に感覚運動皮質) や視床（特に束傍核）でも
パーキンソン病モデル動物群で神経活動が有意に上昇しており、さらにこれら



































5-3. qAIM-MRI による全脳神経活動の優位性 
これまでの AIM-MRI は T1 強調画像を用いて、相対値である信号強度を評
価していたため、動物間の比較が難しかった。また、同個体であっても、一度 
MRI 装置から出してしまった場合には神経活動の比較が難しかった。これに対
して、qAIM-MRI は T1 値という絶対値で評価を行っているため、動物間、課
題の前後での神経活動計測が可能になる。 
Tambalo らは本研究と同様に ラットを用いて脳の T1 緩和時間を計測する
手法を報告している 13。しかしながら、この報告では、MnCl2 を投与後の脳の
いくつかの部位の T1 値を示しているに過ぎない。また、神経活動と Mn2+ 蓄
積との関係を示していないことに加えて、細胞内の Mn2+ 濃度を最もよく反映
している撮影タイミングを示していないため、応用性に欠けていた。本研究で






神経活動計測法である、 functional MRI (fMRI) や、 positron-emission 







qAIM-MRI は神経活動である細胞内 Ca2+ 濃度上昇を、Ca2+ と同様の動態を








T1 値計測中は MRI スキャナーの中で課題を行う必要もなく、麻酔深度による
神経活動変化の影響も関係ない。そのため、計測に高度なスキルを必要としな


























ることを示し、さらに MRI で計測される T1 値の逆数 R1 値が Mn2+ 濃度に
比例していることを示した。これらの結果より、AIM-MRI を用いた神経活動
計測の妥当性を示した。さらに、この T1 値を直接計測することで Mn2+ 濃度
を定量的に計測できるという原理を利用して、本研究では AIM-MRI を定量的
な計測法 qAIM-MRI として発展させた。また、qAIM-MRI を用いた神経活動
計測実験を行う条件として、MnCl2 投与から MRI 撮影までのタイミングは 





いた。また、R1 値と、線条体の TH の発現量との間の相関解析を行った。そ
の結果、基底核の中では背側線条体、腹側線条体の一部の R1 値と TH の発現
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図 1. 大脳基底核回路のモデル (文献 1 より改変) 








図 2. 細胞内への Mn2+ の流入、蓄積のメカニズムを表した模式図 
緑: Ca2+、赤: Mn2+ を示している。細胞の脱分極 (活動電位) に伴い、電位依存


































図 6. 刺激による [Ca2+]i 変化量と Mn2+ によるクエンチ量 
A: GAD67-GFP マウスの線条体脳スライス標本の GFP 蛍光画像。線条体の 
GABA 作動性ニューロンは、GFP の蛍光で同定し、ROI は GFP 陽性の細胞
体に設置することで、 Ca2+ 感受性蛍光色素の蛍光変化を計測した。刺激電極
の先端をアスタリスク (*) で示している。スケールバーは 50um を示す。B: コ
ントロール時の刺激による蛍光強度の時間経過。刺激後直の [Ca2+]i 変化の振幅 
(Ca2+ transient) を矢印で示している。C: B と同じ細胞における 50 PM MnCl2 
灌流時の、刺激による 蛍光強度の時間経過。刺激直前約 1 秒間と、刺激後 8 秒
後から 9 秒後の約 1 秒間の蛍光強度の平均値の差の大きさをクエンチ量と定
義し、矢印で示す。B, Cらも刺激強度、頻度は一定であり、刺激をしている時






図 7. MPTP 投与と MRI 撮影のスケジュール 












図 9. T1 値計測における ROI の設定 
T1 値計測の際に設定した ROI (関心領域) を示す。右上の数字はそれぞれ、ブ
レグマからの距離を表おり、スケールバーは 1mm である。NAc: 側坐核, 
dCPu: 背側線条体, dCPu: 腹側線条体, Ctx: 皮質, PF: パラファシキュラーニ







図 10. 刺激に応じた [Ca2+]i 上昇 
A: ある細胞の各刺激頻度に対する [Ca2+]i 上昇の時間経過。横軸は時間、縦軸
は [Ca2+]i 変化。刺激している時間をバーで示している。刺激は単発刺激を除き
全て 200 PA で、1 秒間。B: A で示した [Ca2+]i 変化量のピーク値について、
細胞ごとの平均値を刺激頻度別に比較したグラフ。50 Hz 刺激時を基準に正規






図 11. 刺激頻度ごとの [Ca2+]i 変化と Mn2+ クエンチとの関係 
左: 200 PA 50 Hz 20回、右: 200 PA 20 Hz 20回 刺激をした時の[Ca2+]i 変化と 
Mn2+ クエンチとの関係を表したグラフ。横軸: コントロールにおける [Ca2+]i 
変化量 (Ca2+ transient, 'R, 図 6. A で示す)。縦軸: 50 PM MnCl2 灌流時にお
ける Mn2+ クエンチ量 (quench, -'F360/F360, 図 6. B で示す)。刺激頻度 50 
Hz を 20 回で刺激を行った場合のコントロール時の [Ca2+]i変化量とクエン
チ量の回帰直線の傾きは 0.4, 切片は 0.011。刺激頻度 20 Hz を 20 回で刺激
を行った場合のコントロール時の [Ca2+]i変化量とクエンチ量の回帰直線の傾






図 12. [Ca2+]i 変化と Mn2+ クエンチとの関係 
図 11. A, B で示した刺激頻度ごとの  [Ca2+]i 変化と Mn2+ クエンチとの関係
を、併せたもの。横軸、縦軸は図 11 と同じである。A がニューロン、B がア
ストロサイトを、黒丸が 20Hz20, 白丸が 50Hz20 を示している。A ニューロ
ンは[Ca2+]i変化量とクエンチ量の回帰直線の傾きは 0.38, 切片は 0.013。B ア
ストロサイトは[Ca2+]i変化量とクエンチ量の回帰直線の傾きは 0.31, 切片は 






図 13. IR-RARE, RARE-VTR シーケンスで撮影した各 MnCl2 濃度ファント
ムの縦緩和率 
A: IR-RARE を用いた場合の各 MnCl2 濃度ファントムにおける信号強度の回
復のグラフ。横軸 TI (s) 縦軸信号強度。B: RARE-VTR を用いた場合の各 
MnCl2 濃度ファントムにおける信号強度の回復のグラフ。横軸 TR (s) 縦軸信
号強度。C: IR-RARE で撮影した各 MnCl2 濃度のファントムに対し、 各 TI 
(s) で撮影した MRI 画像。D: RARE-VTR で撮影した各 MnCl2 濃度のファン






図 14. IR-RARE, RARE-VTR シーケンスで撮影したMnCl2 濃度と T1値の関
係 
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図 15. MnCl2 投与後の脳室と皮質の R1 値の時間経過 
横軸: 時間。縦軸: R1値(1/T1 (1/s)) 。MnCl2 を投与した後の脳室 (A) と大脳皮
質 (B) の R1値の時間経過について示している。MnCl2 投与後 5 時間後と 24 
時間後の脳室の R1値はどちらも、MnCl2 投与前と比較して有意に上昇してい







図 16. MPTP 投与によるの線条体 TH 密度と黒質緻密部ドーパミンニューロ
ン数の減少 
(a) TH抗体による免疫組織化学染色後の線条体 (CPu) の顕微鏡画像。上段
がコントロール (Ctrl), 下段が MPTP 投与マウス (MPTP)。スケールバーは 1 
mm。(b) 黒質 (SN) と側坐核 (VTA) における、全てのニューロン (赤) と、
TH 陽性ニューロン (緑) の蛍光写真。スケールバーは 100Pm。(c) コントロ
ール動物群、MPTP群、の線条体 TH 密度の比較。TH 密度は、各バッチのコ
ントロール群の平均値で規格化している。***P < 0.002。(d,e) コントロール動
物群、MPTP群間での黒質緻密部 (SNc, d) と 側坐核 (VTA, e) における、TH 
陽性ニューロンの数の比較。 *P < 0.05. (c–e) nctrl = 6 mice, nMPTP = 6 mice。 






図 17. パーキンソン病モデル動物において神経活動が上昇していた領域 
パーキンソン病モデル群がコントロール群と比較して、T1 値が有意に減少して
いた領域を、T2 強調画像テンプレートの上に疑似カラー表示している。上図は
矢状断面、下図は冠状断面の脳画像である。T は Student’s t-test の t を示し
ている。値側坐核 (NAc), 淡蒼球 (GP), 海馬 (HIP). 線条体 (CPu)、皮質 (Ctx)、
視床 (Th) の T1 値がパーキンソン病モデルマウス群で有意に減少しているの







図 18. 様々な脳領域の R1 値と線条体 TH 発現量との関係 
MnCl2 投与 48 時間後における パーキンソン病モデルマウス (黒丸)、コント
ロールマウス(白丸) の様々な脳領域の R1 値と線条体 TH 発現量との関係。図 
9 で示した領域に ROI を置きそれぞれの脳領域の R1 値を求めた。NAc: 側坐
核, dCPu: 背側線条体, dCPu: 腹側線条体, Ctx: 皮質, PF: パラファシキュラー
ニュークレウス, HIP: 海馬。(文献 51 図 4より改変)。 
 
 
